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Streszczenie: Skóra składa się z wielu warstw i wiele typów komórek, pełniąc ważne dla organizmu 
funkcje. Prawidłowa budowa i funkcjonowanie poszczególnych warstw skóry warunkuje prawidłowe 
funkcjonowanie i wygląd skóry jako narządu. Rosnące zapotrzebowanie rynku na produkty kosmetyczne 
wyznacza kierunek rozwoju bardzo dynamicznej dziedziny, jaką jest kosmetologia. Badania wprowadza-
nych na rynek nowych składników aktywnych zawartych w kosmetykach, wymagają potwierdzenia nie 
tylko skuteczności działania danej substancji czynnej, możliwości różnokierunkowego zastosowania ale 
również określenia natychmiastowych i długotrwałych skutków oraz działań niepożądanych. Ocena bez-
pieczeństwa zarówno pojedynczych składników czynnych kosmetyków, ich kompleksów, jak i gotowego 
produktu – kosmetyku obejmuje badania in vitro, badania ex vivo oraz badania in vivo. Wielokierunkowe 
badania zarówno pojedynczych składników czynnych kosmetyków, ich kompleksów, a także gotowych 
produktów kosmetycznych prowadzone z zastosowaniem nowoczesnych technologii: analizy ekspresji 
genów (transkryptomiki), genomiki, proteomiki czy metabolomiki mogą dać solidne podstawy naukowe 
nie tylko dla poszukiwania nowych składników czynnych kosmetyków, badań ich bezpieczeństwa, ale 
mogą przyczynić się także do zrozumienia mechanizmów prowadzących do wystąpienia wielu chorób 
skóry o niejasnej dotychczas etiopatogenezie (np. łuszczyca).
Słowa kluczowe: bezpieczeństwo kosmetyków, hodowle komórek in vitro, testy alternatywne
Abstract: Skin consists of multiple layers and multiple cell types, performing the important functions 
of the body. Proper structure and functioning of the various layers of the skin condition for the proper 
functioning and appearance of the skin as an organ. Th e growing demand for cosmetic products paves the 
way for a very dynamic fi eld, which is cosmetology. Th e study placed on the market for new active ingre-
dients contained in cosmetics, subject to confi rmation not only the eff ectiveness of the active substance, 
the possibility various use but also determine the immediate and long-term eff ects and side eff ects. Safety 
assessment of both the single active ingredients of cosmetics, their complexes, and the fi nished product 
- the cosmetic covers the study in vitro, ex vivo and in vivo studies. Multidirectional testing of both indi-
vidual active ingredients of cosmetics, their complexes, and fi nished cosmetic products carried out with 
the use of modern technology to the analysis of gene expression (transcriptomics), genomics, proteomics 
and metabolomics can provide a sound scientifi c basis not only for the search for new active ingredients 
of cosmetics, studies of security, but can also contribute to the understanding of the mechanisms leading 
to the occurrence of many diseases of the skin of unknown etiology previously (eg, psoriasis).
Key words: safety of cosmetics, in vitro cell cultures, alternative tests
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Wprowadzenie
Współczesny rynek kosmetyczny ma bardzo bogatą ofertę produktów. 
Mnogość fi rm i preparatów, zarówno polskich, jak i zagranicznych sprawia, 
że klient ma możliwość wyboru kosmetyku, który spełni wszystkie jego ocze-
kiwania. Specjaliści od marketingu i reklamy dbają o wizerunek fi rmy, aby 
zachęcić do kupna właśnie ich produktów, natomiast producenci w oparciu 
o laboratoria badawcze dbają o nowatorskie rozwiązania technologiczne, 
modyfi kację istniejących składników czynnych kosmetyków lub/i pozyska-
nie unikatowych, nowych składników. Współczesny przemysł kosmetyczny 
rozwija się bardzo szybko i prężnie. Specjaliści z różnych dziedzin (derma-
tolodzy, biolodzy, chemicy, farmaceuci, biotechnolodzy) współpracują w du-
żych koncernach, aby uzyskać produkty, które pozwolą skórze jak najdłużej 
zachować młody i zdrowy wygląd. Tylko ciągły rozwój tych dziedzin pozwa-
la na nowe odkrycia.
Badania kosmetyków należą do obowiązkowych elementów produkcji. 
Wyniki badań mają pośredni wpływ na zdrowie konsumentów, szczególnie 
jeśli dotyczą nowych składników czy kompleksów substancji aktywnych. 
Kwestię tę reguluje szereg przepisów i rozporządzeń prawnych. Producent 
musi spełnić określone przepisami wymogi, zanim kosmetyk zostanie do-
puszczony do sprzedaży. Ponadto przepisy unijne nakazują producentom 
dokumentowanie badaniami skuteczności i bezpieczeństwa działania pro-
duktów.
Wprowadzenie do badań hodowli komórkowych jest dużym osiągnięciem 
kosmetologii, jednak pozostaje wątpliwość, czy badania te obejmują wszyst-
kie problemy związane z zastosowaniem kosmetyku. Otwartym zagadnie-
niem jest również przenikanie substancji aktywnych z kosmetyku do skóry. 
Na proces ten ma wpływ wiele czynników i trudno je wszystkie uwzględnić 
w badaniach, a są one niezwykle istotne, decydują bowiem o przydatności 
takich badań i ich celowości. Od ich wyników zależy, czy testowane związki 
znajdą zastosowanie w kosmetykach, które nie mogą działać szkodliwie na 
ludzkie zdrowie. Celem stosowania kosmetyków jest przecież utrzymywanie 
w czystości, pielęgnowanie, ochrona, perfumowanie czy upiększanie ciała.
Ważną kwestią staje się więc nie tyko receptura produktów kosmetycz-
nych, ale i znajomość budowy ludzkiej skóry. Skóra jest podstawowym na-
rządem, z którym pracują kosmetyczki, kosmetolodzy, dermatolodzy, spe-
cjaliści opracowujący receptury kosmetyczne. Znajomość budowy skóry 
i podstawowych mechanizmów jej funkcjonowania ułatwia nie tylko wybór 
odpowiednich kosmetyków w celu pielęgnacji czy upiększania, ale także za-
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stosowanie odpowiednich produktów kosmetycznych wspomagających le-
czenie niektórych dermatoz.
Budowa skóry
Skóra człowieka pełni wiele funkcji fi zjologicznych. Wśród najważ-
niejszych wymienia się udział w integracji ze środowiskiem zewnętrznym 
i ochronę narządów wewnętrznych przed działaniem szkodliwych czynni-
ków środowiskowych. Ponadto skóra bierze czynny udział w termoregula-
cji, przemianie materii, procesach wydzielniczych, resorpcji oraz gospo-
darce wodno-elektrolitowej. Zarówno proste mechanizmy obronne, takie 
jak swoista struktura warstwy rogowej, obecność płaszcza wodno-lipido-
wego, kwaśnego pH skóry czy właściwe jej nawilżenie, jak i procesy im-
munologiczne, angażujące skórny układ odpornościowy SIS (skin immu-
ne system), stanowią sprawny element systemu kontroli odpornościowej 
człowieka. Skóra odgrywa zatem istotną rolę w utrzymaniu homeostazy 
organizmu [2, 11, 25, 26, 27].
Skóra zbudowana jest z trzech warstw: naskórka, skóry właściwej i tkanki 
podskórnej. Naskórek nie ma naczyń krwionośnych i limfatycznych. W skó-
rze właściwej i tkance podskórnej rozmieszczone są przydatki skóry – miesz-
ki włosowe, gruczoły potowe ekrynowe i apokrynowe, gruczoły łojowe oraz 
naczynia krwionośne, limfatyczne i zakończenia nerwowe. Każda z warstw 
skóry pełni określone funkcje biologiczne, warunkując prawidłowe funkcjo-
nowanie skóry jako narządu [5, 7, 13].
Naskórek jest nabłonkiem wielowarstwowym płaskim rogowaciejącym, 
tworzącym najbardziej zewnętrzną warstwę skóry. W skład naskórka wcho-
dzą warstwy: podstawna, kolczysta, ziarnista i zrogowaciała. Głównymi ko-
mórkami naskórka są keratynocyty (stanowiące 90–95% wszystkich komó-
rek naskórka), które w różnych warstwach naskórka różnią się zaawansowa-
niem procesu keratynizacji [26]. Keratynizacja (rogowacenie) to genetycznie 
zaprogramowany, ściśle regulowany proces, obejmujący wiele morfologicz-
nych i metabolicznych zmian w keratynocytach, tj. proliferację, dyferencja-
cję, migrację i apoptozę.
Końcowym etapem keratynizacji naskórka jest wytworzenie martwego 
keratynocytu warstwy zrogowaciałej (tzw. korneocytu), charakteryzującego 
się specyfi czną budową błony komórkowej (koperty korneocytu) składającej 
się z warstwy wewnętrznej białkowej (białka inwolukryna i lorikryna) oraz 
zewnętrznej warstwy lipidowej. Podczas keratynizacji zachodzi biosynteza 
cytokeratyn, charakterystycznych dla każdej z warstw naskórka, zapewniają-
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cych nie tylko wytrzymałość mechaniczną, odporność na czynniki chemicz-
ne, ale także wiązanie wody przez korneocyty. Ponadto korneocyty zawierają 
w cytoplazmie naturalny czynnik nawilżający NMF, powstający podczas ke-
ratynizacji z białka profi lagryny. Korneocyty warstwy zrogowaciałej spojone 
są ze sobą lipidowym cementem międzykomórkowym, którego składniki 
(głównie ceramidy i steroidy) powstają z prekursorów podczas enzymatycz-
nych przekształceń w przestrzeni pozakomórkowej w czacie rogowacenia. 
Kontrolowana enzymatyczna degradacji korneodesmosomów umożliwia fi -
zjologiczne złuszczanie martwych korneocytów warstwy zrogowaciałej. Pra-
widłowy proces keratynizacji (ortokeratoza) zapewnia prawidłową budowę 
warstwy zrogowaciałej naskórka, a tym samym ochronę przed nadmierną 
przeznaskórkową utratą wody (TEWL) oraz wnikaniem do organizmu m.in. 
różnych związków chemicznych [5, 13, 15, 26].
Oprócz komórek nabłonkowych – keratynocytów, w skład naskórka 
wchodzą także komórki Langerhansa, odpowiedzialne za reakcje immuno-
logiczne, melanocyty (komórki barwnikowe) oraz komórki neuroendokry-
nowe Merkla [26]. Naskórek spoczywa na błonie podstawnej, która oddziela 
go od skóry właściwej. Skóra właściwa, wypuklając się do naskórka, two-
rzy brodawki skóry, zaś naskórek, wypuklając się do skóry właściwej, two-
rzy sople naskórkowe, zaś przebieg granicy skórno-naskórkowej jest falisty. 
W skórze właściwej wyróżnia się warstwę brodawkowatą, zlokalizowaną 
bezpośrednio pod naskórkiem, składającą się z rozmieszczonych w nieupo-
rządkowany sposób włókien kolagenowych głównie typu III. Warstwa sia-
teczkowata skóry właściwej zbudowana z grubych włókien kolagenowych, 
głównie typu I ułożonych równolegle do powierzchni skóry. Białka kolage-
nowe, elastyna tworząca włókna sprężyste oraz glikozoaminoglikany (kwas 
hialuronowy) i proteoglikany (głównie siarczany heparanu i siarczany der-
matanu), stanowią macierz pozakomórkową tkanki łącznej skóry właściwej, 
w której zakotwiczone są komórki głównie fi broblasty [2].
Tkanka tłuszczowa, wchodząca w skład tkanki podskórnej wraz ze szkie-
letem chrzęstno-kostnym nadaje zewnętrzny kształt powłokom skórnym. 
Tkanka podskórna łączy skórę właściwą z głębiej położonymi strukturami 
(powięziami, ścięgnami, mięśniami i kośćmi), amortyzuje bodźce mecha-
niczne, stanowi warstwę termoizolacyjną. Triacyloglierole wypełniające 
adipocyty stanowią rezerwę energetyczną ustroju, komórki tłuszczowe syn-
tezują estrogeny, a ściany komór tłuszczowych tworzą rusztowanie wzdłuż, 
którego ku powierzchni biegną naczynia krwionośne i nerwy [5, 7, 13].
Prawidłowa budowa i funkcjonowanie poszczególnych warstw skóry wa-
runkuje prawidłowe funkcjonowanie i wygląd skóry jako narządu. Cechami 
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zdrowej skóry są: gładkość wynikająca z prawidłowo zbudowanej warstwy 
zrogowaciałej naskórka (keratynocyty), sprężystość wynikająca z prawidło-
wego funkcjonowania fi broblastów, układu włókien kolagenowych i elasty-
nowych zanurzonych w macierzy pozakomórkowej tkanki łącznej skóry 
właściwej. Równomierne zabarwienie skóry wynika z właściwego funkcjo-
nowania melanocytów, komórek produkujących melaninę. Napięcie skóry 
zależy nie tylko od uwodnienia skóry właściwej, ale także od prawidłowej 
budowy komórek warstwy zrogowaciałej i właściwym składem ich otoczenia 
(NMF, cement międzykomórkowy) [7, 13, 26]. Zdrowa skóra jest wolna od 
uszkodzeń związanych z nieprawidłową pielęgnacją czy złym wpływem śro-
dowiska, dobrze toleruje zmiany temperatury i wilgotności otoczenia, prawi-
dłowo reaguje na większość produktów pielęgnacyjnych [2]. Nieprawidłowa 
pielęgnacja powoduje nadmierne wysuszenie skóry, zaburzenia wydzielania 
łoju (skóra przetłuszczona lub odtłuszczona). Coraz częściej występuje także 
problem skóry/cery wrażliwej będącej często efektem stosowania niewłaści-
wych kosmetyków [26]. Każdy człowiek stosuje kosmetyki, często różnych 
kategorii, bez względu na wiek, rodzaj skóry/cery (normalna, sucha, tłusta, 
mieszana) czy stan skóry/cery (odwodniona, naczyniowa, dojrzała, wrażli-
wa, alergiczna) [21].
Kosmetykiem jest każda substancja lub preparat przeznaczone do ze-
wnętrznego kontaktu z ciałem człowieka: skórą, włosami, wargami, paznok-
ciami, zewnętrznymi narządami płciowymi, zębami i błonami śluzowymi 
jamy ustnej, których wyłącznym lub podstawowym celem jest utrzymanie 
ich w czystości, pielęgnowanie, ochrona, perfumowanie, zmiana wyglądu 
ciała lub ulepszenie jego zapachu [40].
Współczesne kosmetyki zawierają najczęściej kompleksy substancji 
współdziałających ze sobą pod względem właściwości fi zycznych i chemicz-
nych, zapewniając efektywność działania. Jako składniki czynne kosmety-
ków stosuje się witaminy, lipidy, substancje nawilżające, substancje czynne/
wyciągi roślinne, jony metali, substancje złuszczające (alfahydroksykwasy 
AHA, betahydroksykwasy BHA, polihydroksykwasy PHA), peptydy (sygna-
łowe, transportujące, hamujące neuroprzekaźniki), przeciwutleniacze, czyn-
niki wzrostu (roślinne cytokininy), substancje chroniące przed słońcem, 
środki przeciw zmarszczkom [21, 28].
Podstawowym składnikiem każdego kosmetyku jest podłoże (baza), 
warunkująca formę fi zykochemiczną podłoża, tj. pastę, roztwór, hydrożel, 
emulsję O/W (olej w wodzie), emulsję W/O (woda w oleju), lipożel. Sub-
stancje czynne (witaminy, lipidy itp.) oraz inne dodatki, m.in. środki kon-
serwujące, ściągające, kompleksujące, koemulgatory, kwasy i zasady, środki 
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promieniochronne (fi ltry przeciwsłoneczne), barwiące, zapachowe – stano-
wią często o przeznaczeniu kosmetyku [6, 24].
Ostateczny efekt działania kosmetyku po aplikacji miejscowo na skórę 
uwarunkowany jest aktywnością związku czynnego w stosunku do recepto-
rów lub jego zdolnością reagowania na poziomie molekularnym, ale przede 
wszystkim kinetyką wnikania i dystrybucji w skórze, warunkującą uzyska-
nie określonego stężenia składnika czynnego wywierającego pożądany efekt 
biologiczny w obszarze docelowym. Powierzchnia skóry, warstwa rogowa 
naskórka, żywe warstwy naskórka i skóry właściwej są głównymi miejscami 
działania kosmetyków. Większość substancji aktywnych zawartych w ko-
smetykach ochronnych i pielęgnacyjnych nie powinna penetrować głębiej 
niż do warstwy zrogowaciałej naskórka [6, 38].
Środki przeciw zmarszczkom [21] to najbardziej zróżnicowana pod 
względem substancji czynnych kategoria kosmetyków [11, 26, 28]. 
Różnorodność substancji czynnych kosmetyków przeciwzmarszczko-
wych, przeznaczonych do pielęgnacji skóry/cery dojrzałej, zdolnych do 
optymalnej regulacji funkcji biologicznych skóry ma na celu rewitalizację 
skóry. Rewitalizacja kosmetologiczna osiągana jest poprzez stymulację od-
nowy naskórka, poprawę napięcia, elastyczności kolorytu skóry przez zasto-
sowane w kosmetykach składników biologicznie czynnych [4].
Do nowoczesnych składników aktywnych w kosmetykach rewitalizują-
cych, regenerujących i przeciwzmarszczkowych należą peptydy. Niskoczą-
steczkowe peptydy stosowane w kosmetykach wykazują różny mechanizm 
działania oraz wpływ na skórę. Zalicza się do nich peptydy sygnałowe, pep-
tydy transportujące oraz peptydowe inhibitory neurotransmiterów [11]. 
Według producentów peptydy sygnałowe to najczęściej fragmenty kolagenu 
lub elastyny, które dostarczane do żywych warstw skóry stanowią sygnał do 
biosyntezy nowych składników macierzy pozakomórkowej, w szczególności 
białek kolagenowych, glikozaminoglikanów, proteoglikanów oraz glikopro-
tein niekolagenowych (elastyna, fi bronektyna). Efektem zwiększenia bio-
syntezy składników ECM skóry właściwej jest poprawa napięcia i jędrności 
skóry [12, 17].
Najczęściej stosowanymi w kosmetykach peptydami sygnałowymi są 
niskocząsteczkowe peptydy otrzymywane syntetycznie i biotechnologicz-
nie, m.in.: tripeptyd-1, tripeptyd-3/5, tripeptyd-10, tetrapeptyd-9, tetrapep-
tyd-11, pentapeptyd-4/3, heksapeptyd-11 [4].
Peptydy wpływające na przewodnictwo nerwowo-mięśniowe, według 
producentów osłabiają skurcz mięśni mimicznych twarzy i zmniejszają 
zmarszczki mimiczne. Ich mechanizmy działania są różnorodne, jednak 
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w efekcie zmniejszają ilość acetylocholiny w szczelinie synaptycznej synaps 
nerwowo-mięśniowych. Do najczęściej stosowanych w kosmetykach pepty-
dów hamujących przekaźnictwo nerwowo-mięśniowe zalicza się niskoczą-
steczkowe peptydy, m.in.: acetylo-heksapeptyd-3 (SNAP-6, INCI: Acetyl He-
xapeptide-8, Argirelina), oktapeptyd (SNAP-8, INCI: Acetyl Octapeptide-3), 
pentapeptyd-3 (INCI: Pentapeptide-3, Leuphasyl) [10, 12, 16, 17].
Peptydy transportujące, ze względu na swoją budowę strukturalną i prze-
strzenną, wykazują zdolność do wiązania innych substancji, m.in. zwiększa-
jąc ich rozpuszczalność, trwałość, biodostępność. Najczęściej stosowanymi 
są di-, tri- i tetra peptydy, o dobrej rozpuszczalności w wodzie. Głównymi 
związkami transportowanymi przez peptydy są jony metali (Zn2+, Cu2+). 
Miedź jest mikroelementem niezbędnym do prawidłowego przebiegu pro-
cesów fi zjologicznych. Miedź chodzi w skład wielu metaloenzymów, pełnią-
cych istotną rolę podczas procesów fi zjologicznych w obrębie skóry [22]. Do 
najbardziej znanych peptydów transportujących jony miedzi stosowanych 
w kosmetologii należą: tripeptyd glicylo-histydylo-lizyna (GHK) oraz tri-
peptyd glicylo-glicylo-histydyna (GGH) [9, 36, 37, 41]. Aby zwiększyć efek-
tywność przenikania tych cząsteczek przez warstwę rogową naskórka, do 
cząsteczek tych dołączane są reszty kwasów tłuszczowych najczęściej palmi-
tylowa (PAL-GHK) [18, 38].
Kolejnymi nowoczesnymi substancjami czynnymi stosowanymi w ko-
smetykach są rekombinowane cząsteczki białkowe, oligopeptydy i polipep-
tydy, otrzymywane biotechnologicznie, które stanowią grupę około 20 biolo-
gicznie aktywnych cząsteczek. Większość z nich posiada w różnym stopniu 
homologiczną sekwencję aminokwasów do naturalnych ludzkich cytokin 
i czynników wzrostu. Stosowane są w kosmetykach regenerujących i rewi-
talizujących (środki przeciwzmarszczkowe). Ich mechanizm działania wy-
kazuje podobieństwo do procesów reparacyjnych zachodzących podczas 
uszkodzenia skóry z udziałem czynników wzrostu, głównie naskórkowego 
czynnika wzrostu (EGF), transformującego czynnika wzrostu typu β (TGF 
β) [11].
Zarówno składniki biologicznie czynne kosmetyków, jak i same kosme-
tyki powinny znacząco poprawiać wygląd skóry (m.in. nawilżenie, elastycz-
ność, sprężystość, koloryt), ale przede wszystkim nie wywoływać efektów 
ubocznych, zarówno wczesnych (podrażnienie, alergia, fototoksyczność), 
jak i odległych (fotokancerogenność, fotoalergia) [1, 3, 32, 33, 34].
Ocena bezpieczeństwa pojedynczych składników czynnych kosmetyków 
i gotowego produktu – kosmetyku obejmuje badania in vitro, badania ex 
vivo oraz badania in vivo [26]. 
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Badania in vitro możliwe są dzięki wykorzystaniu dwuwymiarowych jed-
norodnych hodowli komórek izolowanych ze skóry ludzkiej (keratynocyty, 
fi broblasty, melanocyty, komórki Langerhansa), linii komórkowych uzy-
skanych poprzez m.in. modyfi kację genetyczne komórek, immortalizację 
komórek czy dzięki wykorzystaniu kokultur różnych typów komórek (ke-
ratynocyty z melanocytami, keratynocyty z komórkami układu odporno-
ściowego). Hodowle dwuwymiarowe in vitro umożliwiają badanie wpływu 
ksenobiotyków na zmiany ekspresji genów, zmiany aktywności enzymów 
komórkowych pod wpływem ksenobiotyków, badanie zmian ilości uwal-
nianych przez komórki cytokin i czynników wzrostu oraz określenie opty-
malnych dla komórek skóry stężeń ksenobiotyków, które mają być zawarte 
w kosmetyku. Hodowle dwuwymiarowe komórek skóry in vitro to najbar-
dziej uproszczony model tkanek budujących skórę, umożliwiający badanie 
morfologii i metabolizmu komórek na poziomie molekularnym, jednakże 
nieodzwierciedlający zależności między warstwami komórek czy całymi 
warstwami skóry i niepozwalający na powierzchniowe nakładanie substancji 
(aplikacja kosmetyku na skórę) [14].
Trójwymiarowe hodowle komórek skóry 3D: ekwiwalent naskórka, 
skóry właściwej oraz ekwiwalent pełnej grubości skóry, umożliwiają ba-
danie bariery warstwy rogowej naskórka, analizę oddziaływań międzyko-
mórkowych w warstwach budujących skórę w warunkach fi zjologicznych 
oraz pod wpływem czynników środowiskowych, a także badanie interak-
cji między naskórkiem i skórą właściwą, wpływających na kondycję skóry 
w odpowiedzi na działanie czynników egzogennych w warunkach fi zjolo-
gicznych i podczas np. procesu starzenia się skóry. Dzięki trójwymiaro-
wym ekwiwalentom skóry możliwe stało się badanie funkcji barierowych 
naskórka i zdolności przenikania kosmetyku (i jego poszczególnych skład-
ników) [23, 29, 30, 35].
Obecnie do celów badań kosmetyków i ich składników, komercyjnie 
dostępne są dwa ekwiwalenty naskórka EpiSkin (Imedex, Francja) oraz Epi-
Derm (MatTek Corp, USA) oraz jeden ekwiwalent pełnej grubości skóry Epi-
DermFT (MatTek Corp, USA). Do badań wykorzystuje się kokultury komó-
rek jedno- i wielowarstwowe MelanoDerm (MatTek Corp, USA). Kokultury 
keratynocytów z melanocytami: ras białej, czarnej, kaukaskiej i azjatyckiej, 
są doskonałym modelem do obserwacji różnic w przebiegu melanogenezy 
u poszczególnych ras oraz badań nad związkami chemicznymi wpływają-
cymi na pigmentację skóry, np. substancjami fotoochronnymi, związkami 
przyśpieszającym melanogenezę i związkami stosowanymi w redukcji prze-
barwień (hiperpigmentacji) na skórze [14].
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Badania ex vivo polegają na ocenie działania składników i gotowych ko-
smetyków na fragmentach ludzkiej skóry w warunkach laboratoryjnych. Te-
sty ex vivo z wykorzystaniem skóry ludzkiej stosuje się także przy badaniu 
przenikalności substancji kosmetycznych w głąb skóry. Metoda ex vivo po-
lega na ocenie materiału biopsyjnego pobranego od osób uczestniczących 
w badaniu kosmetyku. Jednak nie jest zbyt często stosowana, gdyż poza 
wspomnianymi wysokimi kosztami, jako badanie na materiale biologicz-
nym, wymaga zgody Komisji Bioetycznej. W badaniu ocenia się między 
innymi fazy wzrostu komórek poddanych działaniu składników lub kom-
pleksów aktywnych, zdolności proliferacyjne, aktywność enzymów komór-
kowych. Obserwacja tych cech pozwala na określenie, czy badane składniki 
kosmetyczne wpływają pozytywnie na komórki. Jednak metoda ta jako in-
wazyjna jest stosowana w wyjątkowych przypadkach, na przykład podczas 
opracowywania receptur preparatów o specjalnym przeznaczeniu [26, 39].
Badania in vivo to badania z udziałem ochotników (tzw. probantów) – do-
bieranych zwykle pod względem wieku i rodzaju cery, zgodnie z przeznacze-
niem kosmetyku, uprzednio poddawanych badaniu lekarskiemu (dermatolo-
gicznemu) obejmującemu zdiagnozowanie rodzaju i stanu skóry, skłonności 
do reakcji alergicznych oraz po przeprowadzeniu wywiadu dotyczącego aktu-
alnych i przebytych chorób skóry, ich leczenia oraz określenia ogólnego stanu 
zdrowia probanta [26].
Testy in vitro stosowane są nie tylko z powodu możliwości poznawczych, 
ale także z obostrzeń prawnych dotyczących eksperymentów in vivo w dzie-
dzinie kosmetologii. 
Dyrektywa Unii Europejskiej 2003/15/WE (7 Poprawka do Dyrektywy 
Kosmetycznej 76/768/WE) nałożyła na przemysł kosmetyczny rygorystyczne 
terminy wprowadzające zakaz testowania kosmetyków i składników kosme-
tycznych na zwierzętach: od września 2004 r. obowiązuje zakaz testowania 
na zwierzętach gotowych produktów kosmetycznych oraz zakaz testowa-
nia na zwierzętach składników lub ich kombinacji, jeśli odpowiednia meto-
da alternatywna została zaadoptowana do załącznika V Dyrektywy 67/548/
EC. Od marca 2009 r. obowiązuje zakaz wykonywania testów na zwierzętach 
składników kosmetyków, z wyjątkiem badań toksyczności dawki powtarzanej 
(przewlekłej/podprzewlekłej), toksykokinetyki oraz toksycznego wpływu na 
rozrodczość. Od marca 2013 r. obowiązywać będzie całkowity zakaz wyko-
nywania testów substancji chemicznych na zwierzętach pod warunkiem, że 
dostępne będą odpowiednie metody alternatywne [1, 8].
Prawodawstwo polskie zakazuje przeprowadzania testów kosmetyków na 
zwierzętach, wprowadzania do obrotu kosmetyków: testowanych na zwierzę-
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tach, zawierających składniki lub ich kombinacje testowane na zwierzętach, 
przeprowadzania na zwierzętach testów składników kosmetyków lub kombi-
nacji tych składników. Zakaz ten obowiązuje od momentu zastąpienia testów 
na zwierzętach przez jedną lub więcej uznanych i przyjętych w Unii Europej-
skiej metod alternatywnych [40].
Zgodnie z Dyrektywą Kosmetyczną 76/768/WE, producent kosmetyku 
zobowiązany jest przeprowadzić ocenę bezpieczeństwa produktu wprowadza-
nego na rynek. Ocena ta, zgodnie z wytycznymi SCCP (Komitetu Naukowego 
ds. Produktów Konsumenckich przy Komisji Europejskiej), powinna zawierać 
dane dotyczące toksyczności ostrej, własności żrących i drażniących (skórę 
i oczy), własności uczulających skórę, absorbcji przez skórę oraz mutagenno-
ści/genotoksyczności. Ponadto ocena bezpieczeństwa może obejmować dane 
dotyczące toksyczności przewlekłej, fototoksyczności, działania kancerogen-
nego, toksycznego wpływu na rozród oraz toksykokinetyki. Obecnie określe-
nie większości z wymienionych parametrów toksykologicznych możliwe jest 
tylko po wykonaniu testów na zwierzętach [1, 3, 32, 33, 34].
Procedury przeprowadzania testów kosmetyków, składników kosmety-
ków lub ich kombinacji, mają na uwadze postęp nauki w rozwoju metod 
alternatywnych.
Metody alternatywne mają na celu zastąpienie doświadczeń wykonywa-
nych na zwierzętach eksperymentami przeprowadzanymi poza organizmem 
(in vitro) lub za pomocą analizy komputerowej (in silico) [8]. Metody alter-
natywne to metody spełniające wszystkie lub którąkolwiek z zasad 3R (ang.): 
replacement – zastąpienie zwierząt w eksperymencie przez modele badawcze 
„nieodczuwające cierpień”, reduction – zmniejszenie liczby zwierząt, na któ-
rych trzeba przeprowadzić badania oraz refi nement – doskonalenie metod 
w kierunku zmniejszenia cierpień zwierząt w eksperymencie. Metody alter-
natywne to nie tylko metody in vitro, ale również ulepszone, zmodyfi kowane 
metody in vivo [8, 31].
Najważniejszym źródłem informacji o metodach alternatywnych jest or-
ganizacja powołana przez Komisję Europejską – Europejskie Centrum Wa-
lidacji Metod Alternatywnych ECVAM (European Centre for the Validation 
of Alternative Methods), które odgrywa kluczową rolę w rozwoju i walidacji 
metod alternatywnych na terenie Unii Europejskiej. ECVAM dysponuje peł-
ną listą metod alternatywnych, zawartych w ustawodawstwie UE (część B 
Aneksu V do Dyrektywy 67/548/EEC), zwalidowanych przez ECVAM Scien-
tifi c Advisory Committee (ESAC), lecz nie zawartych jeszcze w ustawodaw-
stwie UE oraz metod w trakcie rozwoju i walidacji [19]. Ponadto organizacja 
ta stworzyła bazę danych metod alternatywnych (ECVAM DataBase Service 
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on Alternative Methods, gdzie dostępne są aktualne, szczegółowe protokoły 
dla metod alternatywnych [20].
Wybrane alternatywne metody badania składników 
czynnych kosmetyków
Ocena własności żrących substancji opiera się na badaniu własności 
cytotoksycznych przy pomocy ilościowego testu kolorymetrycznego MTT, 
polegającego na redukcji soli tetrazolowej przez dehydrogenazy mitochon-
drialne, aktywne w żywych komórkach. Obecnie na potrzeby oceny wła-
ściwości żrących substancji ofi cjalnie zatwierdzono wykorzystanie dwóch 
modeli naskórka EpiSkin i EpiDerm. Inne modele: Corrositex, SkinEthic, 
są na etapie walidacji. Alternatywą dla testów na modelach naskórka jest 
test przezskórnej oporności elektrycznej (tER) wykonywany na fragmentach 
skóry szczura.
Ocena własności fototoksycznych prowadzona jest na hodowli fi brobla-
stów mysich Balb/c 3T3. Zasada metody badawczej opiera się na zdolności 
żywych komórek do wychwytu, wbudowywania i wiązania przyżyciowego 
czerwieni obojętnej NRU (Neutral Red Uptake) przez 3 godziny.
Ocena mutacji genowych oraz aberracji chromosomów (działanie mu-
tagenne/genotoksyczne) możliwa jest przy użyciu szeregu testów alterna-
tywnych dostępnych w ustawodawstwie unijnym. W ocenie bezpieczeństwa 
produktów kosmetycznych i ich składników najczęściej wykorzystywany 
jest test Amesa (bakterie Salmonella typhimurium). Jednakże w licznych 
przypadkach test Amesa daje wynik fałszywie pozytywny, który nie koreluje 
z wynikami testów in vivo. Dlatego też do oceny mutagenności wciąż wyma-
gane jest wykonanie testów na zwierzętach.
Badanie toksyczności ostrej polega na dwutygodniowej obserwacji efek-
tu jednorazowego podania badanej substancji zwierzęciu (lub kilkakrotnego 
jej podania w ciągu pierwszej doby). Parametrem służącym do określenia 
toksyczności ostrej jest dawka letalna LD50, czyli dawka substancji, która 
powoduje zgon 50% zwierząt biorących udział w eksperymencie. Obecnie 
stosuje się metodę stopniowania dawki wymagającą użycia średnio 16 zwie-
rząt, jednakże ECVAM prowadzi walidację testu, który pozwoliłby zreduko-
wać liczbę zwierząt do 6.
Działanie uczulające skórę określa się poprzez zastosowanie testu miejsco-
wych węzłów chłonnych LLNA (Local Lymph Node Assay) myszy. Czynniki 
uczulające aplikowane na skórę zwierzęcia powodują pierwotną proliferację 
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limfocytów w węźle chłonnym odprowadzającym limfę z miejsca aplikacji 
środka chemicznego, a proliferacja proporcjonalna jest do zastosowanej dawki 
(oraz potencjału alergenu). Ostatecznie określa się stosunek proliferacji lim-
focytów przy pomocy inkorporacji 3H tymidyny do DNA w grupach zwie-
rząt poddanych działaniu środka do proliferacji w grupie kontrolnej zwierząt 
(otrzymującej nośnik), nazywany wskaźnikiem stymulacji. Test LLNA wyko-
nywany jest na zwierzętach, jednakże udoskonalenie tej metody pozwoliło na 
znaczącą redukcję liczby zwierząt biorących udział w eksperymencie.
Testy oceniające działanie drażniące skórę wykonywane są, podobnie jak 
badania własności żrących, na modelach naskórka (EpiSkin, Epiderm, Ski-
nEthic). Badanie własności drażniących substancji chemicznych oraz goto-
wych wyrobów kosmetycznych opiera się również na ocenie działania cyto-
toksycznego na komórki naskórka (test MTT). Różnice między testami do-
tyczą czasu ekspozycji modelu na działanie substancji oraz czasu, po którym 
przeprowadzana jest ocena. Czułość testu działania drażniącego skórę może 
zostać zwiększona przez pomiary mediatorów reakcji zapalnej (uwalnianych 
z komórek pod wpływem działania substancji) z zastosowaniem genomiki, 
transkryptomiki, proteomiki oraz metabolomiki.
Do oceny wchłaniania substancji chemicznych przez skórę wykorzystuje 
się model perfuzji (komora Franza). Testuje się użyteczność wycinków skóry 
zwierzęcej, ludzkiej oraz modeli 3D z wykorzystaniem substancji chemicz-
nej znakowanej radioaktywnie lub fl uorescencyjnie.
Metody oceniające działanie drażniące oko opierają się na wykorzystaniu 
izolowanej rogówki wołu BCOP (Bovine Corneal Opacity and Permeability), 
królika IRE (Isolated Rabbit Eye) i kurczaka ICE (Isolated Chicken Eye). Ana-
liza uszkodzeń rogówki opiera się na pomiarze przepuszczalności światła 
przez rogówkę, gdzie substancja chemiczna podlegająca ocenie znakowana 
jest fl uorescencyjnie. Oprócz powyższych metod ex vivo, do często wykony-
wanych testów należy test HEt-CAM (Hen’s Egg test on the Chorio-Allantoic 
Membrane), CAMVA (Chorioallantoic-Membrane Vascullar Assay). Metody 
te wykorzystują błonę kosmówkowo-omoczniową jaja kurzego, w którym 
ocenie podlega morfologia błony przez ocenę obecności i nasilenie zmian, 
tj. obrzęk, wybroczyny krwawe, martwica, liza, koagulacja oraz stan naczyń 
krwionośnych. Testy te dają miarodajne wyniki dla substancji silnie drażnią-
cych, natomiast w przypadku słabego potencjału drażniącego konieczne jest 
przeprowadzenie dodatkowych badań z udziałem zwierząt.
Dotychczas nie zatwierdzono metod alternatywnych dla badań toksycz-
ności przewlekłej, działania kancerogennego, toksyczności reprodukcyjnej 
oraz toksykokinetyki [19, 20].
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Podsumowanie
Wprowadzanie do obrotu nowych kosmetyków nie stwarza przesadnie 
wielu trudności prawno-formalnych. Ważne jest jednak nie tylko wprowa-
dzenie kosmetyku do sprzedaży, ale i pozyskanie jak największego rynku 
zbytu i, oczywiście, zadowolenia klientów, co przekłada się na zysk fi nan-
sowy. Aby klienci byli zadowoleni, produkt musi być wiarygodny. Nie wy-
starczy więc, by kosmetyk nie szkodził, co jest naczelną i oczywistą zasadą. 
Kosmetyk musi wykazywać działanie sugerowane przez producenta. In-
formacje o działaniu kosmetyku umieszczane na opakowaniach, ulotkach, 
w reklamach i artykułach sponsorowanych nie mogą być więc zmyślone 
i nieprawdziwe. Przepisy Unii Europejskiej wymagają, aby producent udo-
wodnił działanie produkowanego przez siebie kosmetyku, dlatego fi rmy 
muszą rzetelnie i prawdziwie przedstawiać działania swych produktów, 
nie posiłkując się jedynie czystą reklamą – tak, aby klienci byli dokładnie 
poinformowani. Aby kosmetyk był bezpieczny i skuteczny, należy nie tyl-
ko starannie przygotować jego recepturę (skład, stężenia, łączenie ze sobą 
składników aktywnych), ale i starannie go przebadać. Wszelkie informacje 
na temat bezpieczeństwa stosowania zawartych w kosmetyku substancji, 
z uwzględnieniem oceny pod względem toksykologicznym, producent we-
dle obowiązującej Ustawy musi przechowywać w dokumentacji i udostęp-
nić w razie kontroli. Przepisy unijne zabraniają przeprowadzania testów 
na zwierzętach, dlatego część fi rm przeprowadza badania kosmetyków in 
vivo, polegające na stosowaniu przez określony czas na zdefi niowanej gru-
pie probantów, testowanych kosmetyków i zbieraniu ich subiektywnych 
opinii oraz na pomiarach, na przykład, stopnia nawilżenia, natłuszczenia, 
elastyczności, jędrności skóry, redukcji zmarszczek. Metoda ta nie wymaga 
dużych nakładów fi nansowych i jest stosunkowo prosta. Niektóre fi rmy 
europejskie, takie jak Clarins, Dior, L’Oreal, Yves Rocher, ale też i polskie 
Centrum Naukowo-Badawcze Dr Irena Eris, poszerzyły jednak badania 
laboratoryjne kosmetyków o badania ex vivo i in vitro. Metody te stwarza-
ją pełniejsze możliwości oceny skuteczności preparatów i poszczególnych 
składników aktywnych, wymagają jednak większej precyzji i środków fi -
nansowych.
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Hodowla skóry – techniki molekularne 
w kosmetologii
Streszczenie: Naskórek jest tkanką ulegającą ciągłej odnowie i regeneracji. Utrzymanie odpowied-
niej równowagi i odnowy naskórka możliwe jest dzięki właściwościom regeneracyjnym komórek macie-
rzystych, prekursorów keratynocytów. Komórki macierzyste naskórka biorą również udział w procesie 
gojenia się ran, a także w patogenezie nowotworów skóry. Wyhodowane ludzkie keratynocyty i komórki 
macierzyste naskórka mogą być przeszczepiane w postaci opatrunków w leczeniu oparzeń, chronicz-
nych owrzodzeń oraz różnych chorób skóry. Komórki macierzyste naskórka stanowią cel terapii genowej 
oraz materiał do testowania nowych leków. W skórze właściwej licznie występują fi broblasty, odpowie-
dzialne za syntezę kolagenu i elastyny zapewniających elastyczność skórze. Główną funkcją fi broblastów 
jest utrzymanie strukturalnej integralności tkanek łącznych poprzez wydzielanie prekursorów macierzy 
zewnątrzkomórkowej, ponadto zawierają błonowe białka uczestniczące w procesach adhezji, integrują-
ce komórki i składniki substancji międzykomórkowej. Fibroblasty są materiałem wykorzystywanym do 
przeszczepów w leczeniu oparzeń, blizn oraz trudno gojących się ran. Funkcje keratynocytów i fi brobla-
stów są szeroko wykorzystywane w hodowlach komórek i tkanek. Uzyskane in vitro komórki stosowane 
są w transplantologii. W kosmetologii wykorzystuje się hodowle jednego typu komórek (keratynocytów 
czy fi broblastów), kokultury, a także tzw. modele skóry, np. model naskórka czy model skóry pełnej. Mo-
dele skóry znalazły zastosowanie do badania wpływu substancji kosmetycznych na ekspresję genów, syn-
tezę białek i badanie aktywności wielu enzymów. Hodowle komórkowe pozwalają na obserwacje wpływu 
różnych czynników na zachowanie się komórek skóry zdrowej oraz w warunkach patologicznych takich, 
jak bielactwo, czerniak lub łuszczyca.
Słowa kluczowe: skóra, hodowla fi broblastów, komórki macierzyste skóry
Abstract: Th e epidermis is a continuously tissue renewal and regeneration. Maintaining the right bal-
ance and skin health is possible thanks to regenerative properties of stem cells, the precursors of kerati-
nocytes. Epidermal stem cells are also involved in wound healing and in the pathogenesis of skin cancers. 
Cultured human keratinocytes and the epidermal stem cells may be transplanted in the form of wound 
dressings for the treatment of burns, chronic ulcers and various skin conditions. Epidermal stem cells are 
a target for gene therapy, and the material for testing new drugs. In the dermis there are numerous fi -
broblasts, responsible for the synthesis of collagen and elastin, providing fl exibility to the skin. Th e main 
function of fi broblasts is to maintain the structural integrity of the connective tissue through extracellular 
matrix secretion of the precursors, they also contain membrane proteins involved in adhesion processes, 
and integrating the components of the cell matrix. Fibroblasts are the material used for transplantation in 
the treatment of burns, scars and wounds diffi  cult to heal. Th e functions of keratinocytes and fi broblasts are 
widely used in cell cultures and tissue. Cells obtained in vitro are used in transplantation. In cosmetology 
cultures used one type of cells (keratinocytes and fi broblasts), co-culture, as well as the so-called. models 
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such as skin epidermis model or full-skin model. Skin models have been used to study the eff ect of cosmetic 
ingredients for gene expression, protein synthesis and testing activity of many enzymes. Cell cultures allow 
the observation of various factors infl uence the behavior of cells in the skin of healthy and pathological 
conditions such as vitiligo, psoriasis, or melanoma.
Key words: skin, fi broblast culture, skin stem cells
Skóra jest organem nieustannie się zmieniającym, który zawiera wiele 
wyspecjalizowanych komórek i struktur. Chroni organizm przed zakaże-
niem drobnoustrojami, czynnikami mechanicznymi, termicznymi, che-
micznymi, promieniowaniem świetlnym oraz zapewnia homeostazę. Zbiera 
informacje sensoryczne z otoczenia, odgrywa aktywną rolę w układzie od-
pornościowym oraz bierze udział w magazynowaniu i przemianie materii. 
Zrozumienie złożoności funkcji skóry wiąże się z budową trzech warstw 
skóry, tj. naskórka, skóry właściwej i tkanki podskórnej.
Naskórek jest tkanką ulegającą ciągłej odnowie i regeneracji, cechuje ją bar-
dzo zwarta budowa komórkowa, którą w około 80% stanowią keratynocyty 
będące na różnych etapach rogowacenia. Proces różnicowania tych komórek 
tworzy wyraźnie wyodrębnione warstwy, takie jak warstwa podstawna z ak-
tywnie dzielącymi się komórkami, warstwa kolczysta składająca się z wielo-
kątnych komórek zawierających rozbudowany cytoszkielet, warstwa ziarnista 
zawierająca kilka pokładów spłaszczonych komórek zawierających ziarnisto-
ści, w których znajdują się substancje regulujące proces rogowacenia, warstwa 
jasna zbudowana z komórek obumierających oraz warstwa zrogowaciała, 
utworzona przez kilka do kilkudziesięciu pokładów korneocytów. Na każdym 
etapie różnicowania się keratynocytów, przejście z warstwy podstawnej na-
skórka do warstwy rogowej trwa średnio 30 dni, w którym to czasie dochodzi 
do ekspresji keratyn oraz innych markerów, takich jak inwolukryna, kornifi na 
czy lorykryna. Keratynocyty odgrywają zasadniczą rolę w utrzymaniu bariery 
naskórkowej, a wraz z komórkami Langerhansa – także w procesach immuno-
logicznych skóry. W połączeniu z melanocytami (komórkami barwnikowymi) 
uczestniczą w procesach syntezy barwnika w skórze. Komórki Merkla zlokali-
zowane w warstwie podstawnej produkują neurotransmitery i odpowiadają za 
kontakt z włóknami nerwowymi i za odbieranie wrażeń czuciowych [4, 7, 20].
W skórze właściwej wyróżnić można warstwę brodawkową oraz warstwę 
siateczkowatą. Warstwa brodawkowa uwypukla się w obręb naskórka two-
rząc brodawki skórne. Spełnia ważną rolę w metabolizmie skórno-naskór-
kowym. W warstwie siateczkowatej znajdują się włókna kolagenowe i ela-
stynowe, substancja podstawowa oraz komórki mięśni gładkich. W składzie 
komórkowym w skórze właściwej licznie występują fi broblasty, odpowie-
dzialne za syntezę włókien kolagenowych, siateczkowych i sprężystych za-
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pewniających elastyczność, jędrność i odpowiednie napięcie skóry. Poziome 
włókna kolagenu i pionowe włókna elastyny tworzą siateczkę, stanowiącą 
rusztowanie dla struktury naskórka. Fibroblasty odpowiadają za wytwarza-
nie składników substancji podstawowej takich jak proteoglikany oraz biał-
ka niekolagenowe. Komórki te utrzymują strukturalną integralność tkanek 
łącznych poprzez wydzielanie błonowych białek uczestniczących w proce-
sach adhezji, integrując w ten sposób komórki i składniki substancji mię-
dzykomórkowej. Fibroblasty syntetyzują w formie proenzymu stromielizynę 
oraz żelatynazy, a także inhibitory kolagenaz. W ten sposób, produkując za-
równo elementy substancji pozakomórkowej, jak i degradujące ją enzymy, 
fi broblasty mogą nie tylko wytwarzać i kształtować macierz w okresie roz-
woju organizmu, ale także przebudowywać ją w razie potrzeby. Szczególnie 
ważna jest synteza wspomnianych składników w procesie gojenia się ran, 
oparzeniach oraz w fi zjologicznym starzeniu się skóry.
Tkanka podskórna jest najgłębszą i najgrubszą warstwą skóry. Składa się 
głównie z adipocytów i dlatego ma istotne znaczenie dla izolacji cieplnej or-
ganizmu. Jednocześnie funkcjonuje jako amortyzator, chroniąc niżej poło-
żone tkanki przed wstrząsami i urazami [4, 7, 17, 19].
Prawidłowe funkcjonowanie oraz wygląd skóry są bezpośrednio zwią-
zane ze stanem odżywienia oraz unerwienia, a także z obecnością wysoce 
wyspecjalizowanych komórek, takich jak keratynocyty i fi broblasty. Czyn-
nikami wpływającymi na proliferację keratynocytów są p63 (czynnik trans-
krypcyjny, zapobiega różnicowania się komórek macierzystych naskórka do 
keratynocytów), witamina A i jej analogii, naskórkowy czynnik wzrostu oraz 
TNFα. Czynnikami sprzyjającymi różnicowaniu keratynocytów są stężenie 
jonów wapnia, z gradientem zwiększającym się od warstwy podstawnej do 
warstwy rogowej, witamina D3, regulująca ekspresję genów zaangażowa-
nych w różnicowanie keratynocytów, katepsyna E oraz kortyzol. Do kera-
tynocytów dociera najwięcej szkodliwego promieniowania ultrafi oletowego, 
stąd na nich określa się ochronny wpływ substancji kosmetycznych. Komór-
ki naskórka wykorzystywane są także do badania ekspresji genów, syntezy 
białek i aktywności enzymów [2, 11, 19, 23].
Fibroblasty były pierwszymi komórkami adherentnymi, które udało się 
hodować in vitro. W hodowlach pierwotnych uzyskanych z komórek różnych 
typów, to zwykle fi broblasty wykazywały najintensywniejszy wzrost i przera-
stały komórki adherentne innych typów. Wykorzystując fi broblasty poznano 
szkodliwy wpływ promieni UVA na materiał genetyczny i utratę zdolności 
fi broblastów do regeneracji skóry. Określono, że za negatywny skutek dzia-
łania promieni UV odpowiedzialna jest nadmierna aktywacja metalopro-
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teinaz, które niszczą włókna kolagenowe, przez co następuje zmniejszenie 
ogólnej ilości kolagenu w skórze, w konsekwencji prowadząc do obniżenia 
jędrności skóry i tworzenia głębokich zmarszczek. W warunkach fi zjolo-
gicznych metaloproteinazy kontrolują skład macierzy zewnątrzkomórko-
wej, podtrzymując prawidłową regenerację skóry. Fibroblasty w hodowlach 
służą jako podłoże dla innych komórek (tzw. kokultury), do oceny wpływu 
czynników chemicznych na żywe komórki, a także są stosowane jako model 
w badaniach kosmetologicznych i w terapiach kosmetycznych do usuwania 
blizn i zmarszczek, oraz w badaniach medycznych jako komórki gospodarze 
dla stosowanych w terapiach wirusów. Fibroblasty są dobrym materiałem do 
badania wpływu składników kosmetyków na ekspresję genów, syntezę białek 
i badanie aktywności wielu enzymów [7, 17, 25].
Stały postęp w badaniach zaciera granice pomiędzy poszczególnymi 
dziedzinami nauki, co sprawia, że staje się ona coraz bardziej interdyscy-
plinarna. Bez wykorzystania wiedzy z dziedzin takich, jak inżynieria, tech-
nika czy informatyka, nie jest możliwy rozwój w badaniach biologii mole-
kularnej. Duża liczba danych oraz technik, jakie ewoluowały na przestrzeni 
ostatnich dziesięcioleci, przyczyniła się do rozwoju specyfi cznych obszarów 
zainteresowań w biologii komórki. Genomika zajmuje się poznaniem i ana-
lizą genomu, transkryptomika zespołem wszystkich mRNA (transkryp-
tomem), proteomika białkami, a metabolomika badaniem metabolitów 
obecnych w organizmie, tkance czy komórce. Postęp w dziedzinach biologii 
molekularnej, a w tym także w kosmetologii, przyniosło zsekwencjonowa-
nie ludzkiego genomu. Przede wszystkim stworzyło możliwość porównania 
cech prawidłowej i patologicznie zmienionej tkanki na poziomie genomu. 
Jedną z największych korzyści wynikających z zsekwencjonowania genomu 
jest rozwój techniki mikromacierzy (microarray). W genomice mikroma-
cierze najczęściej są wykorzystywane do oceny ekspresji genów, lecz mogą 
także być przydatne w identyfi kacji mutacji. Proteomika zajmuje się ustale-
niem wzoru ekspresji białek i ich sekwencji oraz modyfi kacji potranslacyj-
nych. Oznaczanie poziomu białka uzupełnia informacje uzyskane z analizy 
mRNA, ekspresja genów może bowiem być modulowana na poziomie za-
równo transkrypcji, jak i translacji. Proteomika zajmuje się głównie dwoma 
działami, takimi jak charakterystyka ekspresji białek i charakterystyka funk-
cji białek na podstawie oceny aktywności białek i ich oddziaływania między 
sobą. Najczęściej stosowanymi metodami są immunoblotting, immunopre-
cypitacja, histochemia i mikromacierze białkowe. Dzięki lepszemu poznaniu 
wzajemnych zależności między białkami, ta gałąź proteomiki może służyć 
do znalezienia nowych celów dla terapii ukierunkowanej, ocenić mechani-
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zmy oporności na dany lek, wpływ składników chemicznych i kosmetyków 
lub monitorować odpowiedź na terapię ukierunkowaną. Cytomika z kolei 
służy do oceny zróżnicowania fenotypów komórek w próbce, na podstawie 
wyróżnienia w niej różnych typów komórek znajdujących się w różnych sta-
nach funkcjonalnych. Metody w obszarze cytomiki pozwalają ocenić wiele 
parametrów w jednej komórce z wykorzystaniem cytometrii przepływowej, 
która obecnie umożliwia analizę ekspresji do 17 białek w jednej komórce.
Podsumowując – rozwój technik biologii molekularnej, biotechnologii 
oraz metod badawczych w dziedzinie inżynierii tkankowej, w połączeniu 
z zaawansowanymi narzędziami bioinformatycznymi, dostarczyły znaczną 
ilość danych, które przyczyniły się do opracowania metod prewencji oraz 
profi laktyki w zakresie funkcjonowania skóry. Przydatność wymienionych 
dziedzin znalazła zastosowanie w wyjaśnieniu mechanizmów gojenia się 
ran, kancerogenezie, przeszczepów komórek, terapii genowej oraz bada-
niach toksykologicznych [1].
Poszukiwanie nowych możliwości, badań, narzędzi oraz modeli doświad-
czalnych w kosmetologii zostało wymuszone przez ograniczenia prawne do-
tyczące badań na zwierzętach. Od września 2004 r. obowiązuje zakaz testowa-
nia gotowych produktów kosmetycznych na zwierzętach, a od marca 2009 r. 
zakaz testowania składników lub kombinacji składników. W UE zabronione 
jest również wprowadzanie do obrotu produktów kosmetycznych i ich skład-
ników, które były testowane na zwierzętach, niezależnie od pochodzenia tych 
produktów. Wprowadzenie powyższych ograniczeń pobudziło zainteresowa-
nie w przemyśle kosmetycznym poszukiwaniem metod alternatywnych, ta-
kich jak hodowle in vitro komórek skóry, do badań wpływu surowców kosme-
tycznych i kosmetyków na skórę. Hodowle in vitro komórek skóry (keratyno-
cytów i fi broblastów) są najlepszym obecnie dostępnym modelem skóry oraz 
najodpowiedniejszym narzędziem do badań w kosmetologii [8].
Zależnie od rodzaju prowadzonych doświadczeń w kosmetologii wykorzy-
stuje się jednorodne hodowle in vitro komórek izolowanych ze skóry ludzkiej 
(keratynocyty, ﬁbroblasty, melanocyty, komórki Langerhansa), linie komór-
kowe (komórki modyﬁkowane genetycznie, komórki immortalizowane, ko-
mórki w różnym stadium transformacji czy różnicowania), kokultury różnych 
typów komórek (keratynocyty z melanocytami, keratynocyty z komórkami 
układu odpornościowego). Hodowle komórek skóry, zarówno jednorodne, 
jak i kokultury komórek, np. keratynocytów z melanocytami, są doskonałym 
modelem do badań podstawowych w kosmetologii. Umożliwiają prowadzenie 
na poziomie komórkowym i molekularnym badań nad działaniem ksenobio-
tyków zawartych w kosmetykach oraz nad wpływem czynników zewnętrznych 
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(np. promieniowanie UV) na ﬁzjologię skóry. Dzięki hodowlom komórko-
wym możliwa jest również obserwacja zmian poziomu uwalnianych przez ko-
mórki cytokin i interleukin po zastosowaniu czynnika aktywnego, co pozwala 
na dalsze badania ewentualnych reakcji alergicznych lub odpowiedzi układu 
immunologicznego na działanie drażniące ksenobiotyków. Doświadczenia na 
hodowlach komórkowych in vitro pozwalają na określenie optymalnych dla 
komórek skóry stężeń ksenobiotyków. W wielu laboratoriach kosmetologicz-
nych na świecie badania nad czynnikami aktywnymi przeprowadza się na li-
niach komórkowych. W porównaniu z komórkami pochodzącymi z izolacji są 
one bardziej wytrzymałe i łatwiejsze w hodowli [7, 17, 18].
Wyhodowane ludzkie keratynocyty mogą być przeszczepiane w posta-
ci opatrunków w leczeniu oparzeń, chronicznych owrzodzeń oraz różnych 
chorób skóry. Komórki macierzyste naskórka stanowią cel terapii genowej 
oraz materiał do testowania nowych leków. Fibroblasty są materiałem wyko-
rzystywanym w transplantologii w leczeniu oparzeń, blizn oraz trudno goją-
cych się ran. W kosmetologii wykorzystuje się tzw. modele skóry, np. model 
naskórka czy model skóry pełnej. Modele skóry znalazły zastosowanie do 
badania wpływu substancji kosmetycznych na ekspresję genów, syntezę bia-
łek i badanie aktywności wielu enzymów [4, 7, 17].
Techniki biologii molekularnej szeroko wykorzystywane w ocenie funkcji 
i budowy komórek skóry to reakcja PCR, RT-PCR, metody immunoblotin-
gu (Western Blot, Northern Blot) oraz metody immunoenzymatyczne (np. 
ELISA). Dodatkowo panele badań poszerza się o cytometrię przepływową, 
techniki chromatografi czne oraz nanotechnologie [18].
Spośród technik biologii molekularnej najczęściej wykorzystuje się reak-
cję PCR, RT-PCR oraz metody takie, jak Western Blot i ELISA.
Reakcja RT-PCR dzieli się na dwa zasadnicze etapy: reakcję odwrotnej 
transkrypcji z udziałem odwrotnej transkryptazy oraz amplifi kacja cDNA. 
Reakcja odwrotnej transkrypcji (Reverse Transcription, RT) umożliwia utwo-
rzenie cDNA na matrycy RNA, który jest stabilniejszy niż RNA oraz może 
być amplifi kowany za pomocą reakcji łańcuchowej polimerazy (Polymera-
se Chain Reaction, PCR). Reakcja syntezy cDNA może być przeprowadzo-
na z zastosowaniem heksamerów, oligo(dT) lub startera specyfi cznego dla 
analizowanego genu. Otrzymany cDNA może być wykorzystany do oceny 
ekspresji genu na poziomie mRNA w reakcji PCR z użyciem specyfi cznych 
starterów [13].
Metoda Western Blot (Immunobloting) pozwala na detekcję określo-
nego rodzaju białka w mieszaninie białek. Możliwe jest także jednoczesne 
określenie wielkości białka względem znanego standardu białkowego. Isto-
skóra -gozdzialska-jaskiewicz.indb   144 2013-05-14   09:02:02
145
Hodowla skóry – techniki molekularne w kosmetologii
tą techniki jest przeniesienie białek rozdzielonych elektroforetycznie w żelu 
poliakrylamidowym na membranę, immunodetekcji przy użyciu swoistych 
przeciwciał monoklonalnych i uwidocznieniu powstałego kompleksu anty-
gen–przeciwciało. Najczęściej stosowanymi znacznikami kompleksu anty-
gen–przeciwciało są enzymy, z których najczęściej wykorzystuje się perok-
sydazę chrzanową (horseradish peroxidase, HRP), fosfatazę alkaliczną (al-
kaline phosphatase, AP) lub oksydazę glukozową. Metody immunodetekcji 
powstałych kompleksów antygen–przeciwciało dzieli się na bezpośrednie 
i pośrednie. Pierwsza z nich wykorzystuje połączenie znacznika z przeciw-
ciałem pierwszorzędowym. W metodzie pośredniej znacznik przyłączony 
jest do przeciwciała drugorzędowego skierowanego przeciwko przeciwciału 
I – rzędowemu, przez co następuje wzmocnienie sygnału pochodzącego od 
znacznika [12, 22].
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) jest jednym z najpowszechniej 
stosowanych testów w badaniach biomedycznych, zarówno naukowych, jak 
i diagnostycznych. Służy do wykrycia określonych białek w badanym materia-
le z użyciem przeciwciał poliklonalnych lub monoklonalnych skoniugowanych 
z odpowiednim enzymem. Zasada działania testu polega na wiązaniu przeciw-
ciała monoklonalnego, związane z określonym enzymem, które rozpoznaje dane 
białko zawarte w materiale badanym, a które zostało wcześniej unieruchomione 
na powierzchni płytki. Po dodaniu przeciwciał tworzą się kompleksy immuno-
logiczne, w wyniku czego przeciwciało zostaje także unieruchomione. Niezwią-
zane przeciwciała są wypłukiwane, następnie dodawany jest substrat dla enzymu 
związanego z przeciwciałami. Zachodzi reakcja enzymatyczna, czemu towarzy-
szy powstanie barwnego produktu. Jego wykrycie świadczy o obecności danego 
białka w materiale badanym, a mierząc ilość powstałego produktu można prze-
prowadzić analizę ilościową [21].
Przydatność technik biologii molekularnej w kosmetologii wykorzysty-
wana jest na szeroką skalę, co zostało pokrótce ukazane w poniższych przy-
kładach.
Arcydzięgiel (Angelica dahurica) jest źródłem furokumaryny, psoralenu, 
które są potencjalnymi substancjami o właściwościach wybielających. Skład 
ekstraktu z rośliny został poddany analizie chromatografi cznej, a następnie 
wykorzystując hodowle komórek nowotworowych czerniaka B16 sprawdzo-
no hamujące działanie wyizolowanych składników na proces melanogenezy. 
Mechanizm działania wybielającego rośliny powiązano ze spadkiem pozio-
mu ekspresji tyrozynazy. Potwierdzenie przypuszczeń uzyskano poprzez 
oznaczenie ekspresji tyrozynazy z wykorzystaniem techniki RT-PCR. Na 
podstawie wyników, autorzy sugerują, że po weryfi kacji wyników w warun-
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kach in vivo, wyciągi z arcydzięgla będą mogły zostać użyte jako nowy skład-
nik wybielający w kosmetykach [3].
Wykorzystanie technik RT-PCR oraz Western Blot pozwoliło na wyjaśnie-
nie mechanizmu zmian degeneracyjnych w procesie złuszczania keratynocy-
tów pod wpływem miejscowego użycia retinoidów. W tym celu wykorzystano 
wstępnie hodowle ludzkich keratynocytów, które były inkubowane z kwasem 
retinowym przez 24 godziny, po tym czasie przeprowadzono oznaczenia eks-
presji mRNA oraz białek – desmogleiny (DSG) 1, desmokoliny (DSC) 1 oraz 
korneodesmozyny. Uzyskane wyniki sugerują, że kwas retinowy spowodował 
spadek poziomu ekspresji transkryptów dla DSG1 and DSC1, wzrost degra-
dacji korneodesmosomów i w konsekwencji łuszczenie się korneocytów [15].
Wykorzystanie komórek czerniaka B16 umożliwiło zbadanie wpływu 
ośmiu pochodnych witaminy E na proces melanogenezy i hamujący wpływ 
na ekspresję i aktywność tyrozynazy, związanej bezpośrednio z tym pro-
cesem. Z przeprowadzonych badań z wykorzystaniem techniki odwrotnej 
transkrypcji wykazano hamujący wpływ dwóch pochodnych witaminy E 
na ekspresję tyrozynazy oraz białka związanego z tyrozynazą (TRP-2). Te 
odkrycia sugerują, że zarówno d-β-tokoferol i d-χ-tokoferol mogą być uży-
teczne jako efektywne składniki kosmetyków wybielających o mniejszej tok-
syczności dla skóry, aby zapobiec lub poprawić pigmentację skóry w takich 
zmianach skórnych, jak plamy i piegi spowodowane przez promieniowanie 
UV [24].
W hodowli ludzkich fi broblastów oraz keratynocytów inkubowanych 
z ekstraktem z alg (Chlorella vulgaris) zbadano wpływ składników glonu na 
restrukturyzację skóry oraz właściwości ochronne przeciwko promieniowa-
niu UV. Dla realizacji zamierzonych celów analizowano poziomy ekspresji 
kolagenu, elastyny, tioredoksyny (TX1 i TX2) oraz tkankowych inhibitorów 
metaloproteinaz wykorzystując techniki RT-PCR, Western Blot, real-time 
PCR oraz minichipów. Uzyskane wyniki wskazują na możliwość wykorzy-
stania w kosmetykach glonu Chlorelli vulgaris jako składnika o właściwo-
ściach antycellulitowych, przeciwzmarszczkowych oraz przeciw starzeniu 
się skóry [9].
Wpływ promieniowania na proces starzenia się skóry przez remodeling 
skórnej macierzy zewnątrzkomórkowej był analizowany z wykorzystaniem 
modelu zwierzęcego (myszy C57/BL6) poddanego naświetlaniu przez okres 
182 dni promieniami UVB. Zamierzeniem autorów był poznanie zmian do-
tyczących ilości i jakości kwasu hialuronowego. Pomiar stężenia kwasu hia-
luronowego wykonano testem ELISA, analiza na poziomie molekularnym 
z wykorzystaniem techniki RT-PCR (reverse transcription, PCR) obejmowa-
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ła ekspresję genów dla syntaz HAS1 do HAS3, czynników wzrostu (TGF)-β1, 
Tβ1R-II), hialuronidaz (HYAL1, HYAL2) i in. Przeprowadzone badania wy-
kazały znaczną utratę kwasu hialuronowego pod wpływem UV, spadek eks-
presji genów odpowiedzialnych za syntezę HA oraz spadek ekspresji czynni-
ków wzrostu [5].
Wykorzystując kompilacje analiz różnych typów, w tym technikę RT-
-PCR, wykazano po raz pierwszy obecność w skórze dekarboksylazy glu-
taminianu (GAD), która katalizuje syntezę neuroprzekaźnika GABA. Wy-
kazano ekspresję mRNA oraz białka GAD67 zarówno w skórze myszy, jak 
i w hodowli ludzkich fi broblastów skóry. Wykazano, że GABA stymuluje 
syntezę kwasu hialuronowego oraz zwiększa przeżywalność fi broblastów 
w odpowiedzi na działanie czynników stresu oksydacyjnego [10].
Fotouszkodzenie skóry jest wywołane szeregiem reakcji prowadzących 
do produkcji reaktywnych form tlenu zwiększających ekspresję metalopro-
teinaz, które są odpowiedzialne za niszczenie włókien kolagenowych i ela-
styny. Koenzym Q10 jest uważany za czynnik redukujący powstawanie re-
aktywnych form tlenu oraz uszkodzeń DNA wywołanych przez promienio-
wanie UV. Badania pokazały inhibicyjny wpływ koenzymu Q10 na poziomy 
MMP-1, PGE-2 oraz Il-6 (testy ELISA) w hodowli ludzkich fi broblastów 
skóry, co potwierdziło ochronny wpływ koenzymu na skórę w procesie fo-
tostarzenia [6].
Poziom nawilżenia i spójność warstwy rogowej naskórka to ważne czyn-
niki wpływające na wygląd skóry. Obecność akwaporyn oraz innych białek 
tworzących otoczkę rogową przyczynia się do zwiększenia spójności korne-
ocytów, co polepsza utrzymanie prawidłowego stanu nawilżenia. Brazylijscy 
naukowcy badali wpływ ekstraktu z Piptadenia colubrina na ekspresję genów 
kodujących wspomniane białka. Eksperymenty prowadzono w warunkach 
in vitro inkubując hodowlę ludzkich keratynocytów z badanym ekstraktem. 
Następnie przy użyciu metody Real Time PCR mierzono poziom ekspresji 
genów dla akwaporyny-3, lorykryny, inwolukryny oraz fi lagryny. Uzyska-
ne wyniki, sugerują, że badany ekstrakt z Piptadenia colubrina przyczynia 
się do wzrostu nawodnienia naskórka i indukuje ekspresję genów dla białek 
otoczki rogowej, co przyczynia się do wzrostu kohezji w obrębie warstwy 
rogowej, a tym samym pozwala zatrzymywać wodę i substancje nawilżające 
w skórze. Autorzy podkreślają przydatność zastosowania rośliny jako warto-
ściowego surowca w kosmetologii [16].
Katepsyna jest zaangażowana w mechanizmy regulatorowe w obrębie 
skóry i posiada zdolność do degradacji włókien kolagenowych. W ekspe-
rymentach in vivo i in vitro badano rolę katepsyn B, D, G i K w zjawisku fo-
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tostarzenia. Metody immunohistochemiczne posłużyły do wykrycia zmian 
zachodzących w skórze pod wpływem długotrwałej ekspozycji na promie-
niowanie UV. Techniką Western blot analizowano natomiast poziom ekspre-
sji katepsyn w fi broblastach, w których wcześniej indukowano fotostarzenie. 
Za pomocą metody RT-PCR określono poziom mRNA dla tych enzymów 
w skórze i w fi broblastach. Uzyskane wyniki sugerują, że katepsyny można 
zastosować jako marker zjawiska starzenia się skóry [26].
Korzystny efekt hormonu wzrostu w procesie gojenia się ran jest powią-
zany ze stymulacją IGF-1 (insulinopodobny czynnik wzrostu 1). Badania 
przeprowadzone na hodowli fi broblastów oraz keratynocytów, prowadzo-
nych w różnych stężeniach hormonu wzrostu pozwoliły na ocenę proliferacji 
fi broblastów, migracji keratynocytów oraz poziomu nowozsyntetyzowanego 
IGF-1 (technika RT-PCR). Uzyskane wyniki sugerują, że hormon wzrostu 
wzmacnia miejscową produkcję IGF-1, który aktywuje proliferację fi brobla-
stów oraz migrację keratynocytów, co może zostać wykorzystane w miejsco-
wym leczeniu ran [14].
Poznanie mechanizmów kontrolujących procesy syntezy, regeneracji 
i starzenia się skóry jest kluczowe w zrozumieniu fi zjologii oraz patologii 
skóry, a także w umiejętnym zastosowaniu syntetycznych i naturalnych ko-
smetyków utrzymujących dobrą kondycję skóry. Wykorzystanie technik 
biologii molekularnej, biotechnologii oraz metod inżynierii tkankowej po-
zwoliło na realizację tych zadań, co istotnie wpłynęło na wyjaśnienie takich 
mechanizmów, jak gojenie się ran czy kancerogeneza, z jednoczesnym po-
szukiwaniem metod terapeutycznych licznych schorzeń skóry.
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